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脳脊髄液中の Aβの減少と相関することも報告されており 36）、アルツハイマー病における A
β蓄積の病的意義がさらに重要視されることとなった。 
 本研究は、アミロイドカスケード仮説を支持する立場で研究を行っており、in vitro 実
験において、Aβがシナプス伝達に及ぼす作用の解析を試みたものである。Aβ は 40-42 の
アミノ酸からなるペプチドであり、β－及び γ－セクレターゼの働きにより前駆体タンパ
ク（APP; amyloid β protein precursor）から産生される（図 1 J. Steven, et al., 2005 ）。
研究報告 年 対象 バイオマーカー 感度 特異性 その他
Kanai 1998 93AD, 54cont, 33nAD, 56ND Aβ 40, Aβ 42, tTau 71～91% 83% multicenter, 
prospective（GTT）
Hulstart 1999 150AD, 100cont, 79nAD, 84ND Aβ 42, tTau 85% 86% Europe 10 center
Knopman 2001 3 class Ⅱ, Ⅲ研究 Aβ 42, tTau 80～97% 86～95% systematic review
ANN
Andresean 2001 163AD, 23VaD, 20MCL, 9DLB, 8ND, 18contAβ 42, tTau 75～94% 89～100% 1y-prospective
Itoh 2001 236AD, 239nAD/ND, 95cont pTau199 85% 85% multicenter
Shoji 2002 366AD, 181cont, 168nAD, 316ND tTau 59% 90% multicenter
Clark 2003 106dementia, 73cont Aβ 42, tTau 85% 84% 2～8y follow autopsy
confirmed
Sunderland 2003 17Aβ 42研究, 34tau研究 Aβ 42, tTau 85% 89% meta-analysis
（3,133AD vs 1,481cont）
Blennow 2003 41tau研究（2,500AD vs 1,400cont） Aβ 42 86% 90% systematic review early
15Aβ 42研究（600AD vs 450cont） tTau 90% 81% AD, MCL
11p-Tau研究（800AD vs 370cont） pTau 92% 80%
Aβ 42/tTau 85～94% 83～100%
Hampel 2004 161AD/FAD/DLB/VaD, 45cont pTau231 85% 83% international
pTau181 79% harmonization
pTau199 60～71%
GTT3 2004 243AD, 91cont, 152nAD, 157ND Aβ 40, Aβ 42, tTau 80% 84% continuous GTT1














することであり、この Senile plaque が神経細胞死を誘導することでアルツハイマー病が
発症すると考えられている 42,43,44,45）。 
 しかし、近年の研究では、Aβの凝集体である Fibril 体だけではなく、球状の低分子重
合体である oligomer体がアルツハイマー病による神経細胞障害に深く関わっていることが
明らかとなった。記憶形成に関わる海馬神経細胞において oligomer体がシナプス伝達低下
作用を有することが報告されている 46,47,48）。例えば、Aβ oligomer はシナプス前細胞の
active zoneにおけるシナプス小胞サイズや総数、伝達物質放出確率を低下させることでシ
ナプス伝達を脆弱化するという報告や 49,50）、リアノジン受容体や IP3 受容体に作用し、細
胞内 Ca2+の調節機能を破綻させることによるシナプス伝達低下作用 17,51,52）、また、NMDA受
容体の活性化によりグルタミン酸の過剰放出誘導を介したシナプス脆弱作用を有すること























る CD11ｂの発現はほとんど認められなかったことから（data not shown）、ミクログリア
よりもアストロサイトがシナプス伝達に及ぼす影響の方が大きいと考え、ニューロン-老化
































第 1章 培養アストロサイトにおける amyloid β protein fragment 1-40 (Aβ1-40, 0.5 µM)  
72時間慢性暴露による細胞老化促進作用 
 













実験動物は、ICR 系統マウス生後 0～2 日（九動）を初代培養に用いた。繁殖に用いた親
マウスはプラスチィックケージの中に収容し、室温 23±2℃、湿度 60±2%、12 時間の明暗
サイクル（AM7 : 00 点灯、AM7 : 00消灯）の環境で飼育した。なお、餌（CE-2、日本クレ
ア）および水は自由に摂取できるようにした。 










③冷却した HBSS溶液（Hank’s Balanced Salt Solution, invitrogen）に脳を浸し、顕微
鏡下でピンセットを用いて素早く大脳皮質を取り出し、表面の血管及び硬膜を除去した。 
④取り出した大脳皮質を、Trypsin / EDTA溶液が 1 mL入った 1.5 mLチューブ（Eppendorf）
に入れ、37℃、700 rpmで 20分間撹拌した。 
⑤撹拌後、チューブ中の Trypsin / EDTA 溶液を除去し、適量の 10％ FBS 含有 D-MEM 溶液
 6 
 
（10％ FBS溶液）でリンスした。10％ FBS 溶液の組成は以下の通りである。 
10％ FBS含有 D-MEM 溶液の組成 
50 mL Heat-inactivated FBS（invitrogen） 
   1 mL  Penicillin-Streptomycin（invitrogen） 
    0.5 mL  MITO ストック＊（BD Bioscience） 
    450 mL D-MEM（GlutaMAX-І含有、invitrogen） 
＊MITO+Serum Extender （BD Bioscience）1ボトルに超純水を 5 mL加えて溶解し、 
1.5 mLチューブに 0.6 mLずつ分注して冷凍保存した。 
⑥リンス後に 10% FBSを除去し、新たに 10%FBS溶液を 1 mL加え、1000 µLピペットマンに
装着したブルーチップで大脳皮質を数回攪拌単離した。 
⑦攪拌単離した液の上清 1 mL を、あらかじめ 10％FBS 溶液 10 mL を入れておいた 25 cm2
の培養フラスコ（Falcon）に入れ、Incubator 内で 24時間程度培養した。 
⑧24 時間後、メディウム中の浮遊細胞を除去するため、メディウムをパスツールピペット




⑩37℃に温めておいた Trypsin / EDTA溶液 10 mLをフラスコに加えて 5分間程度インキュ
ベートし、フラスコ底面からアストロサイト層を剥離した。 
⑪アストロサイト層が剥離され細胞が単離されていることを顕微鏡下で確認し、10％ FBS 
溶液 10 mLを加え、Trypsin / EDTAの酵素活性を止めた。 
⑫アストロサイト混濁液を 50 mL チューブ（Falcon）に移し、さらに 10 mL程度の 10％ FBS 
溶液をフラスコに加え 1～2回リンスした。 
⑬細胞が入った 50 mL チューブを 37℃、1,000 rpm で 3分間遠心し、細胞を沈殿させた。 
⑭遠心後、上清を吸引除去し、新たに 10％ FBS溶液 1 mLを加えた。 
⑮1000 μLピペットマンに装着したブルーチップで細胞塊を数回攪拌した。 
⑯細胞白濁液を 10 µL採取し、細胞カウンター（BECTON DICKINSON）を用いてアストロサ 
イトの数を数えた。  
⑰カウント数をもとに 1 well当たりの細胞数が 100,000個となるよう、PDL/Collagenで 













4：約 4 mg/mL Collagen I, rat tail（BD Bioscience）0.5 mLと 1mg/mL Poly-D-Lysine, 
hydrobromide（Sigma）溶液 0.5 mLを混合し、コーティング液とした。 




①Aβ1-40（Sigma）を 100% 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol(HFIP, Sigma)に溶解し、 
4℃で 2 時間攪拌させ、使用時に 50 µM の濃度となるように分注した後、真空デジケーター 
を用いて HFIPを揮発させ、-80℃フリーザーに保存した。 
②1-2-1の手順で準備したアストロサイトをさらに 2週間培養し、①で保存した Aβ1-40を 
最終濃度が 0.5 µM となるように投与した（Aβ群）。溶媒対照群には 4-(2-hydroxyethyl) 
-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES 、Sigma）buffer（Control 群）を用いた。 












1-2-3 β-galactosidase 染色法による老化細胞の定性 
 
1.試薬の準備 
①キット同梱の X-gal solution を 37℃で 1時間温めた。 
②キット同梱の 10×Fixation Bufferを滅菌水で 10倍に希釈し、1×Fixation Bufferを作
製。希釈後は-20℃で保存した。 
③10×PBSを滅菌水で 10倍希釈し、1×PBSを作製した。希釈後は 2-8℃で保存した。 
④Staining Mixture を作製した。組成は以下に示す。（全てキット同梱） 
・1 mL    10×Staining Solution 
・125 µL    Reagent B 
・125 µL    Reagent C 
・0.25 mL    X-gal Solution 




               ②1 mL / wellの 1×PBSで 2回洗浄する。細胞が剥がれないように 6 wellプレート 
の壁面を伝わせて洗浄した。 
③1.5 mLの 1×Fixation Buffer を加え、室温で、6-7分間静置し、固定を行った。 
④②と同様の方法で、1 mL / wellの 1×PBSで 3回洗浄した。 
⑤1 mL / wellにて Staining Mixtureを入れた。 
⑥乾燥を防ぐためにパラフィルムで密閉し、37℃、CO2無しの環境下で細胞が青く染色され
るまで 4-6時間インキュベートした。 
⑦実体顕微鏡下で細胞を観察し、最適なインキュベート時間で Staining Mixture を PBSで
3 回洗浄して反応を止めた。 













    ・PBS粉末 （組織洗浄用、Wako）   1袋 
  ・KCl              0.2g 
  ・超純水 
 
○20% Triton X-100 in 1×PBS溶液（20 mL）室温保存 
  ・Triton X-100     4 mL 
  ・1×PBS溶液    16 mL 
 
○4% PFA in 1×PBS 溶液（用時調整）  
  ・パラホルムアルデヒド（nakalai tesque） 4 g 
  ・10×PBS溶液                           10 mL 
  ・sucrose（invitrogen）                   2 g 
  ・超純水                                 60 mL 
 
○0.1% Triton X-100 in 1×PBS溶液（用時調整） 
    20% Triton X-100 in PBSを 1×PBS溶液で 200倍希釈した。 
 
○NF-κB p65 （E498）Antibody in antibody solution（一次抗体溶液） 
・NF-κB p65 （E498）Antibody（1:100, Cell Signaling Technology） 
・2% Normal goat serum (NGS, Sigma） 
・0.1% Triton X-100溶液 
・0.1 M Tris + 0.15 M NaCl 
 
○anti-rabbit Alexa Fluoro 488 Antibody in antibody solution（二次抗体溶液） 
・anti-rabbit Alexa Fluoro 488（1:400,Molecular Probes） 
   ・antibody solution 
Tris-baseで pH 7.4に調節し、
超純水で全量 100 mLにした。 









実験には 5週間培養アストロサイト（Control 群、Aβ群）を用いた。 
①培養標本の各 well を 1×PBS溶液で 3回洗浄した。 
②各 wellに 4％ PFA 溶液 2mLを加え 15分間静置し、細胞を固定した。 
③各 wellを 1×PBS溶液で 3回洗浄した。 
































 培養アストロサイトに 0.5 µM Aβ1-40を 72 時間慢性暴露させ、老化細胞の指標として用




その比率が高く（Control: N=4, 2.11±0.38, Aβ: N=4, 6.38±1.19; ***, p<0.001, 図 1B）、






















































2-2  Aβ1-40の慢性暴露による炎症反応の誘導に関する検討 








は、炎症反応により NF-κBが核内に移行している細胞である。図 2B は DAPI染色、NF-κB
染色ともに陽性である細胞の比率をグラフ化したものである。結果は、2群間で有意な差は
































































本研究で用いた 0.5 µM Aβ1-40は DAPI染色の結果から、アストロサイトの細胞死誘導は認
められず、また、NF-κB染色の結果から、炎症反応も認められなかった。 























第 2章 長期培養による自然老化型アストロサイトを用いた、ニューロンの興奮性 
シナプス伝達の低下作用 
 
第 1章の結果から、アルツハイマー病の原因物質の 1つと考えられている Aβは、アスト
ロサイトの異常老化を誘導することが明らかとなった。アストロサイトの長期培養による
自然老化では、培養 9 週間以上では老化細胞の指標となるβ-galactosidase 活性の増加は
認められなかったが（5w: N=3, 11.5±2.8%, 9w: N=3, 26.1±2.1%, 16w: N=3, 24.0±2.3%; 
**, p<0.01, ***, p<0.001, vs 5w, 図 3B）、Aβ暴露により自然老化アストロサイトの老化
がさらに促進することが確認された（5w: N=4, 3.07±0.47%, 9w+Aβ1-40: N=4, 4.67±0.59, 



























































































数が 25,000 個となるように、PDL / Collagen でパターンコーティング＊したガラスを置い
た 6wellプレートにアストロサイトを播き、1週間程度培養した。なお、老化型アストロサ




1：第 1章 1-2-1 のコーティング手順 1-4と同様の処理を行った。 
2：スタンプには、ドットサイズ 300×300 µm、ドット間隔 300 µmのものを用いた。 
3：35 mm Culture dish（BECTON DICKINSON）にキムワイプを丸く切ったものを 3 枚程
敷き、スタンプ液を 100-200 µL 入れ、これをスタンプ台とした。 












図 5 ドット状にパターン培養したアストロサイト 
100 µm 
 




く直前に well内のメディウムを吸引除去し、下記に示す NBA溶液 2 mLに置換した。 
NBA 溶液の組成      
5 mL B27-Supplement（invitrogen） 
2.5 mL Glutamax-I（invitrogen）    
0.5 mL Penicillin-Streptomycin（invitrogen） 
242 mL Neurobasal A-Medium （invitrogen） 
④第一章 1-2-1①-③と同様の操作で ICRマウスの全脳を摘出し、海馬を取り出した。Enzyme
溶液が 800 μL入った 1.5 mLチューブ に取り出した海馬を入れ、37℃、750 rpmで 50分
間酵素処理した。 
Enzyme溶液の組成      
10 mg L-Cystein hydrochloride monohydrate（Sigma） 
0.5 mL 100mM  CaCl2溶液（Sigma） 
0.5 mL 50mM  EDTA 溶液（Sigma） 
50 mL D-MEM 
上記 2.5 mLに対して papain（Worthington）50 µLを添加して用事調整し、95% O2, 5% CO2
混合ガスで 20分間程度バブリングした。 
⑤Enzyme 溶液を除去し、Inactivation 溶液 500 µL に置換し、37℃、700 rpm で 12 分間撹
拌した。 
Inactivation溶液の組成 
125 mg Trypsin inhibitor from chicken egg white（Sigma） 
125 mg Albmin bovine serum initial fractionation by heat shock（Sigma） 
50 mL 10% FBS 溶液 
⑥Inactivation溶液を除去し、NBA溶液でリンス後、新たに 100 µL添加した。 
⑦NBA溶液中でピペットマンを用いて海馬をゆっくり攪拌単離した。 
⑧1分程度静置して、上清 100 µLを NBA溶液が 800 µL入った 1.5 mL チューブに移した。 































電流はパッチクランプアンプ（Multi Clamp700B, Molecular Device）を用いて測定し、
DIGIDATA 1320A（Axon Instruments）を介して、pClamp 10（Molecular Device）を用いて
記録した。記録は 20 kHzでサンプリングし、10 kHzのフィルターを介してコンピューター
に取り込んだ。パッチ電極は BORO SILICA GLASS（SUTTER INSTRUMENT CO.）を用いて













 1400 mM NaCl（和光純薬工業） 
 24 mM     KCl（林純薬工業） 
 100 mM HEPES（Promega） 
100 mM Glucose（和光純薬工業） 
20 mM     CaCl2×2H2O（和光純薬工業） 
10 mM     MgCl2×6H2O（和光純薬工業） 
 
細胞内を還流するパッチ内液の組成 
1.0 mLの ATP-GTP stock溶液（10×）と 0.1 mLの 100 mM K-EGTA 溶液と 
8.9 mLの K-Gluconate-HEPES溶液を混合した。溶媒は超純水を用いた。 
 
＊ATP-GTP stock溶液（10×）の組成 
120 mM Phosphocreatin（Sigma） 
3 mM  GTP-Na（Sigma） 
40 mM         ATP-Mg（Sigma） 
500 units Creatine-phosphokinase（Sigma） 
6 mM  MgCl2 
 
＊100mM K-EGTA-stock溶液の組成 
0.1M EGTA 液（Sigma）を 500 µL ずつ分注し冷凍保存した。pH は KOH を用いて 7.4 に調
節した。 
＊K-Gluconate-HEPES 溶液の組成 
164.4 mM K-Gluonate（Sigma） 







































A : 興奮性シナプス後電流（Excitatory Postsynaptic current, EPSC） 
オータプスニューロンは自己にシナプスを形成しているため、保持電位-70 mVから 0 mV
への脱分極パルスを 2 ms与えると、発生した活動電位が軸索を伝導し、シナプス前末端部
に達するとシナプス小胞からグルタミン酸が放出される。グルタミン酸がシナプス間隙に
放出され、シナプス後膜上の AMPA 受容体に結合し活性化されると Na+イオン透過性が増加
する。観察される内向きの応答が EPSCと呼ばれるものである。EPSCの振幅（EPSC amplitude, 
A）の値をシナプス伝達強度の指標とした。 
また、50 ms の間隔で 2 回連続した時に観察される（2 発目の EPSC amplitude）/（1 発目
















B : 自発性興奮性シナプス後電流（miniature EPSC, mEPSC） 












C : Readily Releasable Pool（RRP）size 
RRPとは、シナプス小胞が膜融合を受けて、いつでも開口放出ができる状態になったシナ
プス小胞群を意味する。薬液投与チューブを用いてオータプス標本に 0.5 M の高浸透圧
sucrose 溶液を 5 秒間投与し、内向きに観察される一過性の応答の面積（C）を RRP サイズ










D：シナプス小胞放出確率（Vesicular release probability （Pvr）, %） 













1-2-3 vGlut1, MAP2 染色によるニューロン形態およびシナプス形成の解析 
・試薬の準備 
○10×PBS溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○20% Triton X-100 in 1×PBS溶液（第 1 章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○4% PFA in 1×PBS 溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○0.1% Triton X-100 in 1×PBS溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
 
○Anti-vGlut1 + Anti-MAP2 in antibody solution（一次抗体溶液） 
   ・Anti-vGlut1（BNPI, 1:1000, Synaptic Systems） 
   ・Anti-MAP2（1:1000, Synaptic Systems） 
・antibody solution 
 
○Alexa 488 + Alexa 594 in antibody solution（二次抗体溶液） 
   ・Alexa 488（1:400, Molecular Probes） 
   ・Alexa 594（1:400, Molecular Probes） 




①第 1章 1-2-4の免疫染色の手順①～⑧と同様の手順を行った。 
②共焦点顕微鏡 LSM 710 ZEN（Carl Zeiss）を用いて蛍光観察を行った。Alex 594は 594nm
（HeNe）、Alexa 488は 488 nm（Argon）の励起波長をレーザー照射し、それぞれの蛍光波
















①5w, 9w, 16wの標本を作成し、ニューロン培養 15日後に実験に用いた。 
②6 wellプレートの各 wellを 1×BASE+溶液で洗浄した。 
③ガラスをプレートからピンセットで取り出し、培養接着面ではない面についている液体
を水にぬらしたクレシアで軽くぬぐい、乾いたクレシアで拭いた。 
④パラフィルムの上に 15 µM FM1-43FX、10 µM CNQX、25 µM APV（NMDA受容体遮断薬、SIGMA）
を添加した High K+ BASE+溶液を 200 µL 置き、培養接着面が接するようにピンセットでガ
ラス標本を置いた（upside-down）。空気が混入していないことを確認して 2分間静置した。
なお、シナプス小胞のリサイクリングを強制的に活性化させるために、High K+ BASE+溶液
を用いた。10×high K+ BASE+溶液の組成は以下の通りである。 
 
○10×high K+ BASE+溶液の組成 
1190 mM    NaCl 
450 mM    KCl 
100 mM    HEPES 
100 mM    Glucose 
20 mM    CaCl2×2H2O 
10 mM    MgCl2×6H2O 
   
 ○FM1-43FXのストック調整 
 FM1-43FX は 5 mM ストックを作成して（1 vial（100 µg）/ 35.7 µL D.W.）、3 µL ずつ
分注し、-80℃で保存。用事 15 µM に調整した。 
 
⑤非特異的な反応を防ぐために、ガラスを 500 µM Advasep-7（SIGMA）に約 5秒間浸し、直
ちに 1×BASE+で 5分間洗浄した。洗浄は 2 回行った。 
 ※ガラスを Advasep-7に 10秒以上浸すと、FM1-43FXが退色してしまうので、操作は素早
く行った。 
超純水で 500 mL にメスアップし、これを
10×ストックとして用事希釈して用いた。
pHは Tris-baseを用いて 7.4に調節した。 
 23 
 
⑥各 wellを 1×PBSで 3回洗浄した。 
⑦各 wellに 4%PFA溶液を入れて 10分間静置し固定した。 



































 最終培養期間がそれぞれ、5w, 9w, 16wのアストロサイトと、DIV.13-15のニューロンを
共培養したオータプス培養標本を用いてシナプス解析を行った。図 6Aには各群の典型的な
EPSCの波形を示している。5wと 9w、16wの EPSC amplitudeを比較すると、9w、16wでは有
意に低値を示し（5w: n=80, 8.52±0.49 nA, 9w: n=82, 5.65±0.34 nA, 16w: n=86, 4.95
±0.28 nA, ***, p<0.001, 図 6B）、老化型アストロサイトがシナプス伝達を低下させた。
また、β-galactosidase 染色の結果と同様に、9 週間以上培養したアストロサイトでは有













図 6 老化型アストロサイトは興奮性シナプス伝達を低下した 
 





標として用いられる。結果は、3 群間で amplitude には差がなかったが（5w: n=64, 27.9
10 ms
1 nA


























±1.01 pA, 9w: n=58, 26.4±0.83 pA, 16w: n=58, 26.7±1.04 pA,図 7C）、frequencyは
9w、16wで有意に低値を示した（5w: n=64, 5.03±0.29 Hz, 9w: n=58, 3.92±0.28 Hz, 16w: 
















図 7 老化型アストロサイトによりシナプス前終末における開口放出が低下した 
 
さらに、より詳細な解析を行うために、薬液投与チューブから 0.5 M sucrose を 10秒間
投与し、高浸透圧刺激による一過性の伝達物質放出量を測定した（実験方法参照）。図 8A
には各群の典型的な波形を示しており、sucrose 応答の面積を mEPSC の面積で除した値が
RRPのシナプス小胞数の理論値を示す。結果は、EPSC amplitudeと対応して、9w、16wでは
RRP におけるシナプス小胞数が有意に低値を示した（5w: n=64, 8646±592 vesicles, 9w: 


























































図 8 アストロサイトの老化により RRPにおけるシナプス小胞数が減少した 
 
 次に、シナプス開口放出機能について検討した。結果は、Pvrに差異は認められず（5w: n=80, 
8.43±0.49％, 9w: n=82, 7.48±0.51％, 16w: n=86, 7.25±0.45％,図 9A）、paired-pulse 
ratio（PPR）も 3群間で有意な差は認められなかった（5w: n=64, 1.14±0.032, 9w: n=58, 
























































































酸輸送体（vesicular glutamate transporter, vGlut）には主に、1-3のサブタイプがある
が 88,89,90）、海馬ニューロンに局在する vGlut の多くは vGlut1 である 91,92）。したがって、
本節では vGlut1抗体陽性シナプスを興奮性シナプスとし、またニューロンの形態を同時に
観察するために、microtubule associated protein 2（MAP2）抗体で樹状突起を染色した
（図 10）93）。 
 図 10A の赤で染色された点が興奮性シナプス（グルタミン酸作動性シナプス）を示して
おり、緑で染色された樹状突起上にシナプスを形成していることが確認できた。解析は、
vGlut1陽性細胞数とそのサイズを指標として評価した。 
結果、次頁に示すように、3 群間で vGlut1 抗体陽性シナプス数には有意な差が認められ





































図 10 老化型アストロサイトは興奮性シナプス形成には関与しない 
 
樹状突起の分岐点数と位置を形態変化の指標として解析を行うと、分岐点の数自体には
有意な差が認められなかったが（5w: N=33, 114.55±6.73, 9w: N=36, 122.57±8.82, 16w: 
N=41, 101.41±7.06, 図 11A, B）、分岐点の位置が細胞体寄りに形成されていることが明
らかとなった（5w: N=33, 114.55±6.73, 9w: N=36, 122.57±8.82, 16w: N=41, 101.41±
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 そこで、まず、postsynaptic silent synapse の発現率を調べるために、1）細胞外 Mg2+
を除去し、加えて、2）膜電位を+40 mV に保持することにより、いかなる Mg2+による NMDA
受容体のブロックを解除して、ホールセルパッチクランプ記録を行った。 
1）本項では、パッチクランプ記録中の還流液を以下の組成で実験を行った。 
・1×Mg2+ free 細胞外液 
    140 mM     NaCl 
    2.4 mM     KCl 
     10 mM     HEPES 
     10 mM     Glucose 
      4 mM     CaCl2・2H2O 
       10 µM     glycine 
＊pHは Tris-baseを用いて 7.4に調整した。 
 
 細胞外 Mg2+を除去した条件下で、EPSC を記録すると、AMPA 受容体を介したシナプス応答
と同時に、NMDA受容体を介した応答も記録される（図 12A）。NMDA受容体活性化の特徴は、
持続的なチャネル閉鎖期と長い開口期が繰り返されることであり 110）、NMDA 受容体依存性
の EPSCは AMPA受容体依存性の EPSCと比べて持続時間が長い。そのため、図 12Aのような
波形が観察され、キネティクスの変化する点（脱分極刺激後、30-40 ms）で、AMPAR 成分、
NMDAR 成分をそれぞれ分別できる（図 12A）。結果、3 群間の NMDA/AMPA ratio に有意な差














































（図 13A）。NMDA受容体の応答を単離するために、CNQX（10 µM）で AMPA受容体を遮断し、
glycine（10 µM ）を添加して NMDA 受容体を活性化した。また、同条件で 0.5 µM sucrose
を投与して、RRPからの一過性の開口放出を記録した（図 13C）。3群間で、細胞外 glutamate
による NMDA受容体の応答に差異はなく（5w: n=64, 0.65±0.06, 9w: n=61, 0.64±0.05, 16w: 
n=66, 0.65±0.05, 図 13B）、前項 1）の結果とあわせて、シナプス後膜の NMDA 受容体、
AMPA受容体がシナプス可塑性か関わる可能性が否定された。 
 一方、sucrose による NMDA 受容体の応答は、老化型アストロサイトでは低下していた
























図 13 シナプス伝達低下の機序はシナプス後膜の NMDA受容体の変化に依存しない 
10 s



































































に有意な差はなく（5w: n=27, 314.07±28.08, 9w: n=20, 288.58±25.53, 16w: n=22, 323.82
±34.82, 図 14B）FM1-43FX で染色されたシナプス数にも有意な差はなかった（5w: n=27, 
249.0±27.67, 9w: n=20, 216.95±28.50, 16w: n=22, 231.46±25.28, 図 14C）。また、
これらから算出できるサイレントシナプスの発現率にも 3 群間で有意な差は認められなか

















































































図 14 老化型アストロサイトによるサイレントシナプスの発現率に変化はない 
 
これらの結果から、老化型アストロサイトによるシナプス伝達低下の機序には、エンド
サイトーシス障害ならびに presynaptic silent synapseは関与していないことが明らかと
なった。 
 さらに、エキソサイトーシス障害に関する検討を行った。エキソサイトーシスに関わる
タンパク質には、シナプス前終末の active zoneを構成する Bassoon, piccolo, Munc13, RIM1, 
ELKS など多数あるが 105,106,107,108,109）、本項では active zone 特異的タンパク質の 1 つであ
る Bassoon の発現を定量した 106,107）。active zone 特異的タンパクは、シナプス前終末の
active zone における開口放出に必要な分子（VAMP, シナプトブレビン, SNAP-25, シンタ
キシンなど）を制御する役割を担う。 
 老化アストロサイトによるシナプス伝達低下と Bassoon との関連を調べるために、小胞
























































































































































































































下することが報告されている 111）。さらに、アルツハイマー病モデル老化ラットに BDNF を
脳室内投与すると、学習障害や記憶障害を改善することも報告されており 112）、老化型アス
トロサイトと、シナプスの成熟には密接な関わりがあると考えられている。 
 本項では、未成熟ニューロンとして、培養 7-9 日の海馬ニューロンの電気生理学的手法
を用いたシナプス解析を行い、成熟ニューロン（培養 13-15 日）との比較を行った。結果
は、未成熟ニューロンでは、EPSC amplitudeの低下（Ctrl: n=123, 5.66±0.33 nA, Immature: 
n=92, 2.37±0.21 nA, 図 16A, ***, p<0.0001）, RRPにおけるシナプス小胞数の減少（Ctrl: 













































































































































































































第 3章 Aβ1-40慢性暴露による興奮性シナプス伝達の低下作用 
 





























①第 2章 第 1節 1-2-1の手順と同様の方法でオータプス培養標本を作製した。 
②第 1章 1-2-2と同様の方法で Aβ1-40を調整し、ニューロン培養後 11-12日目に 0.5 µM に

































 第 2章 1-2-2と同様の方法で行った。 
 
1-2-3  vGlut1, MAP2染色によるニューロン形態およびシナプス形成の解析 
 第 2章 1-2-3と同様の方法で行った。 
 
1-3 統計処理 







 ニューロン培養期間が DIV 11-12 のオータプス培養標本に Aβ1-40（0.5 µM、3 日間 ）を
慢性暴露した標本を用いて、ホールセルパッチクランプ法を用いてシナプス解析を行った。
Aβ群では EPSC amplitude が有意に減少した（Ctrl; n=135, 6.32±0.37 nA, Aβ; n=137, 






















次に、テトロドトキシン（TTX, 0.5 µM）存在下で、mEPSCを記録した（実験方法参照）。 
2 群間で mEPSC amplitude（Ctrl; n=119, 19.7±0.50 pA, Aβ;n=126, 19.2±0.53 pA, 図
18C）、mEPSC frequencyには有意な差が認められなかった（Ctrl; n=119, 4.59±0.30 Hz, 


























RRPにおけるシナプス小胞数が有意に減少したが（Ctrl; n=117, 21740±1867, Aβ;n=124, 
16201±1605, 図 19A, *, p<0.05）、Pvr、PPR には差がなかったことから（Pvr: Ctrl; n=132, 
4.36±0.32 %, Aβ;n=135, 4.22±0.41, PPR: Ctrl; n=62, 1.03±0.02, Aβ;n=65, 1.09
















































































































































































































起のマーカーである microtubule associated protein 2 (MAP2)、軸索のマーカーとして
tau蛋白を用いて三重染色を行った（図 20A,C）。結果、総シナプス数は変化しなかった（Ctrl; 
n=31, 311.5±36.3, Aβ;n=31, 261.9±31.3, 図 20B）。ニューロンの形態に関する解析は
第 2章 2-2と同様の方法で行った。樹状突起、軸索の総分岐点には有意な差は認められず、
（No. of crossing dendrites: Ctrl; n=31, 68.5±6.07, Aβ; n=31, 64.3±5.37, No of 
crossing axons: Ctrl; n=31, 127.2±15.8, Aβ;n=31, 132.0±13.3, 図 20D）、また、分
岐点にも差異は認められなかった（Peak point of dendritic crossings: Ctrl; n=31, 50.0
±6.80, Aβ; n=31, 70.2±8.64, Peak point of axonal crossings: Ctrl; n=31, 59.2±








































図 20 Aβ1-40はシナプス数、ニューロンの形態の変化には影響を及ぼさない 
 
 以上の結果から、オータプス培養標本に Aβ1-40 を慢性暴露すると、シナプス数、ニュー
ロン形態には影響を与えないが、興奮性シナプス伝達を低下させることが明らかとなった。
この脆弱化の作用は、シナプス前終末における RRPサイズの減少であることが示唆された。





















































































第 2節 0.5µM Aβ1-40慢性暴露による異常老化アストロサイトと共培養したニューロンに 
おける興奮性シナプス伝達の低下作用 
 
2-1  Aβ1-40慢性暴露により老化促進したアストロサイトにおける Aβ1-40除去後の 
老化維持に関する検討 
 












ない。検討には、第 1 章と同様にβ-galactosidase 染色法を用いた。本検討では、Aβ1-40
除去後 3日、7日、14日の培養アストロサイトを同時染色した。 
 結果は、Aβ1-40によるアストロサイトの老化促進作用は、Aβ1-40除去後 3、7、14 日の各
時点において維持されていた（Ctrl(N=9): 3 days; 1.61±0.17, 7 days; 1.87±0.16, 14 
days; 1.48±0.01, Aβ1-40(N=9): 3 days; 2.39±0.14, 7 days; 2.55±0.18, 14 days; 2.29
±0.18, 図 22A,C）。また、同時に DAPI 染色も行ったが、Aβ1-40によるアストロサイトの
細胞数への影響は認められなかった（Ctrl(N=9): 3 days; 365±34.9, 7 days; 376±35.6, 
14 days; 350±34.1, Aβ1-40(N=9): 3 days; 402±38.9, 7 days; 401±32.2, 14 days; 360
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 まず、EPSC amplitudeを記録したところ（図 23A）、Aβ群においては有意に低値を示し
















図 23 Aβ1-40により異常老化が生じたアストロサイトと共培養したニューロンは 
興奮性シナプス伝達が低下する 
 
 次に、mEPSCを記録した（図 24A）。2群間で mEPSC amplitudeには有意な差は認められ
なかったが（Ctrl; n=85, 21.0±0.81 pA, Aβ; n=81, 20.1±0.74, 図 24C）、Aβ群にお
いては、mEPSC frequencyが有意に減少した（Ctrl; n=85, 5.14±0.40 Hz, Aβ; n=81, 3.99















































































次に、0.5 M sucrose 応答を記録し、RRP におけるシナプス小胞数を測定したが、Aβ1-40




る結果が得られた（Ctrl; n=92, 4.61±0.34, Aβ1-40; n=90, 5.92±0.48, 


















































































































































は、⊿t=1,8,16,30,60 において記録された典型的な波形を示し、また、図 27B は各⊿t に
























































0 10 20 30 40 50 60





 さらに、②の可能性を検証するために、短時間（50 ms）連続刺激を行った。1 回目の刺
激により誘導される EPSCの amplitudeと、2回目の刺激による EPSC の amplitudeの比率を
Paired-pulse ratio（PPR, 2 nd EPSC amplitude / 1st EPSC amplitude）といい、一般的に、
シナプス前終末における Ca2+感受性が高いときには、PPRの値が低値を示すことが知られて
いる。2 群間における PPR を比較すると、Aβ1-40群では、Control 群と比較すると有意に低
値を示した（Ctrl; n=92, 1.12±0.021, Aβ1-40; n=90, 1.05±0.021,
























































プス数が有意に低値を示した（Ctrl; n=40, 448.0±36.02 vesicles, Aβ1-40; n=41, 336.4
















































































 本章では、Aβ1-40によるシナプス伝達修飾作用を 2 つの観点から検討した。第 1 節では、
ニューロン成熟後に Aβ1-40 を慢性暴露することで単一ニューロン－アストロサイト共培養
標本におけるシナプス修飾作用を解析した。第 2 節では、第 1 節での Aβ1-40によるシナプ
ス修飾作用がニューロンへの直接作用だけではなく、アストロサイトの変性を介した間接作




た bassoon発現量（data not shown）に関する免疫組織学的解析も行ったが、何れの検討に























老化型 老化型+Aβ student's t-test
EPSC amplitude 5.11±0.38（n=122） 5.23±0.40（n=112） p = 0.822
RRPV 14417±1352（n=106） 15618±1709（n=106） p = 0.583







（amyloid precursor protein with Swedish mutation, APPswe）遺伝子を導入した Tg2576
マウスを所有しており、in vivo実験では、週齢が進むと認知機能障害や記憶学習障害が発
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